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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft cine makromolcMsrf wasserlosliche Verbindung als Blutersatz bei Ldsung oder 
Suspension in Wasser, ein Verfahren zur Here teflung emer solchen makromolekularen wasserloslichen Verbin- 
dung sowie ein Mitte! zur Verwendung als Blutersatz oder Blutstrecker zum Verabreicfaen an Menschen- oder 
Tierpatienten in Form einer wfiflrtgen Losung oder einer Suspension eines wasserloslichen makromolekularen, 
Sauerttoff transportierenden Stoffes. 

Wegcn der schnell steigenden Bedarfs an Blut mit der Ausweitung von medizinischen Behandlungen besteht 
ein Bedarf zur Entwickiung von Blutersatz und zum effektivsten Gebrauch von verfOgbaren Blutvorrfitea 
Dieser Bedarf besteht sowohl in Bereichen, in denen fortgeschrittene medizinische Behandlungsmetboden 
prakttziert werden, als auch in Bereichen, in denen kostspielige Einrichtungen zur Bhitkonservierung und 
-typisierung nicht verfOgbar sind 

Die verschiedensten Substanzen sind schon als Blutersatz vorgeschlagen wordea beispielsweise Dextrangela- 
tin, Polyvinylpyrrolidon und Perfluor-Verbindungen wie Perfluortributylamia Diese haben entweder unbefrie- 
digende Sauerstoffbindeeigenschaften oder unerwflnschte oder unbekannte Nebeneffekte. G. Ya. Rozenberg 
beschreiben in ProbL GemtoL Pereliv. Krovi 1970. 15(4), S. 12-20 Blutersatzstoffe wie Dextran und modifizier- 
tes Hamoglobin 

HfimoglobinlOsungen sind ebenfalls versucht wordea Hamoglobin ist ein komplexes Proteinmaterial, das 
Eisenmolekflle enthalt, welche einen GroBteil von roten Blutkdrperchen bei Wirbeltieren bildea Die Verwen- 
dung einer Hfimoglobinldsung anstelle von Blut Qberwindet das Blutgruppenprobleia Hamoglobin ist einfacher 
als Blut zu lagern. Hamoglobin laBt sich von Blut (tierisch oder menschlich) isolieren und zur Konservierung viel 
Iftnger als Blut gefriertrooknea 

Hamoglobin wird jedoch schnell aus der Niere im Urin vom kranken Patienten ausgeschiedea Haufige 
massive Transfusionen von HamoglobinlOsung mOssen deshaib erfolgea und das hohe MaB an Ausscheidung 
stellt erne potentielle Gefahr fQr Patienten mit vorher bestehender Nierenerkrankung dar. Es ist berichtet 
wordea daB die Halbabgangszeit aus dem Kreislauf von durch Transfusion verabreichtem Hamoglobin nur 
anderthalb Stunden bei Affen betrtgt 

Die scfmelle Ausscheidung von Hamoglobin bei Verabreichung als Ldsung dQrfte mindestens teilweise auf 
sein Molekulargewicht zurOckzufflhren seia Hamoglobin hat ein Molekulargewicht von etwa 65.000, was 
offenbar nicht hoch genug ist, urn dessen Beibehaltung im Kreislaufsystem fOr eine angemessene Zeitdauer zu 
ermdghchea wenn es getrennt von roten Blutkorperchen und Plasma zugefahrt wird 

Aufgabe dieser Erfindung ist es, einen Blutersatzstoff zu schaffen, dessen reversible Sauerstofftransportfahig- 
keit mit der von an rote Blutkdrperchen gebundenem Hamoglobin vergleichbar ist, dessen Molekulargewicht so 
hoch ist, daB die Verweilzeit im Korper von Menschen oder Tieren verlangert ist, und das biologisch vertraglich 

Diese Aufgabe wird gelosi durch die makromolekulare wasserlosliche Verbindung ^emaB Anspruch 1, das 
Verfahren zur Herstellung einer makromolekularen wasserloslichen Verbindung nach Anspruch 2 und das 
Mittel zur Verwendung als Blutersatz oder Blutstrecker nach Anspruch 3. 

Die erfindungsgemaBe Verbindung wird in angemessener Weise im Korper beibehaltea Die Verbindung 
gemaB der Erfindung hat eine reversible Sauerstoff transportf ahigkeit und ist off ensichtiich auch soast biologisch 
akzeptabel. Das zur Herstellung der Verbindung verwendete modifizierte Dextran hat ein durchschnittliches 
Molakulargewicht von etwa 20.000 bis 275.000. wahrend die modifizierte Hydroxyethylstarke ein durchschnittli- 
^Su^K!!? 1 VOn CtWa 20000 bis elwa l' 000 - 000 ha ^ Vorzugsweise wird ein Molekulargewicht von 
etwa 20.000 bis 70.000 gewahlt Innerhalb solcher Molekulargewichtsbereiche geht eine chemische Bindung mit 
Hamoglobin schnell vonstatten, und die Reaktionsldsungen haben geeignete Viskositaten zur leichten Handha- 
bung. Dextrane mit einem Molekulargewicht von unter 90.000 sind als im wesentlichen nicht allergieerzeugend 
bekannt, und sie sind deshaib zur Verwendung im erfindungsgemaBen Zusammenhang wOnschenswert. 

Das Reaktionsprodukt aus dem modifizierten Polysaccharid und Hamoglobin kann eine 1:1 -Bindung sein, 
Oder es k6nnen z. B. bis zu 9 MolekOle des Hamoglobins an einem MolekOl des modifizierten Polysaccharids 
gebunden seia Das kann durch die relativen Mengen an Ausgangsstoffen fOr die Umsetzung und durch die 
Kontrolle anderer Reaktionsbedingungen wie der Zeit, der Temperatur und des pH-Wertes bestimmt werden. 
Die Verbindungen gemaB der Erfindung haben Molekulargewichte im Bereich von etwa 70.000 bis 2.000.000 und 
vorzugsweise im Bereich von etwa 85.000 bis 1 35.000. 

Die Verbindung ist ein Hamoglobin- Polysaccharid- Komplex und kann nach ihrer Bildung in einem physiolo- 
giscn akzeptablen waBngen Trager fertig zur Verabreichung an einen Patienten gewonnen oder gewonnen und 
in einem solchen Trager wiederaufgelost werden. 

Bei dem Verfahren zur Herstellung des erfindungsgemaBen Produkts erfolgt die chemisch covalente Bindung 
mindestens ernes Hamoglobin- MolekQls mit einem Polysaccharid- MolekOL Die Reaktion wird am besten in zwei 
Hauptschntten durchgefflhrt Im ersten Schritt wird ein modifiziertes Polysaccharid gebildet, das chemische 
Grunnpn enth^t die *,ir r.he.mi«*en Wechselwirkung mit den Seitengruooen des Hamoeiobin in der Lage sind. 
Beim zweiten Schntt wird das modifizierte Polysaccharid zur Reaktion mit den Seitengruppen des Ham6globin 
gebracht, urn den covalent gebundenen Komplex gemaB der Erfindung entstehen zu lassen. 

Beim ersten Verfahrensschritt tritt das Polysaccharid in Reaktion mit einem Reaktionsmittel, das eine chemi- 
sche Gruppe hat, die mit den Hydroxyl-Gruppen am Polysaccharid in Reaktion tritt (z. B. Carbonsaure-, Acylha- 
logemd-, Alkylhalogenid-, Amido-, Hydrazin-, Isocyanat- oder Amino-Gruppen, die mit den Hydroxylgruppen in 
Gegenwart eines Aktivators wie Cyanogen bromid oder Perjodat in Reaktion tritt). Daruberhinaus muB dieses 
Reaktionsmittel in der Lage sein, dem Polysaccharid Gruppen anfUgen zu kdnnen, die anschlieBend mit Hamo- 
globin oder mit einer QberbrOckenden Verbindung, die anschlieBend mit Hamoglobin in Reaktion treten kann, 
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reagieren kdnnen. Methoden und Reaktionsmittel zum Modifizieren von Potysacchariden durch chemiscbe 
Umsetzung der Hydroxylgruppen sind bekannt 

Heim zwehen Verf ahrensschritt wird das modtfiziene Polysaccharid mit Hamoglobin zur Bindung damit zur 
Reaktion gebracht, und zwar durch Reaxtion von funktionalen Seitengruppierungen am Hemoglobin mit den 
Gruppen, die an das modifiziene Polysaccharid im ersten Schritt angefugt worden sind Hamoglobin ist ein 
Protein und enthalt a)s funktionale Seitengruppierungen Amino-, Phenol-, Mercapto, Methylmercapto-, Imida- 
zo-, Carboxyl- und Guanidino-Gruppen, die von Aminosaurebestandteilen abgeleitet sind. 

Chemiscbe Gruppen, die sich mit diesen reaktiven Proteinseitengruppierungen umsetzen kdnnen und die 
deshalb beim ersten Verfahrensschritt in das Polysacoharid eingebracht werden kdnnen, sind in der Protetoche- 
mie bekannt — siehe z, B. "^Chemical Modification of Proteins'* von Means & Freeney, herausgegeben von 
Holden-Day, 197!, und "Advances in Carbohydrate Chemistry", Band 29, Tipson and Horten, herausgegeben von 
Academic Press, Kapitel von Kennedy fiber Porysaccharid-Derivate, Zu den Beispielen gehoren: 

Acylierende Gruppen, z. R Saureanhydrid, N-Acylimidazol S&ureazid, N-Carboxyanhydrid, Diketen, Dialkyl- 
pyrocarbonat, Imidoester, O-Alkylisoharnstoff, S- Alky l-Isohams toff, Sulfonylhalogenid, Sulfonatester und car- 
bodiimid-aktivierte Carboxylgruppen, 

Von diesen ist bekannt, daB sie mit Aminogruppen an Proteinen reagieren und covaiente Bindungen entstehen 
iassen, bei denen Acyl- oder fihnliche Bindungen vorhanden sind; 

Alkylierende Gruppen, die mit Sulfhydryl- (Mercapto), Thiomethyl-, Imidazo- oder Aminogruppen am Protein 
reagieren, wie z. B, Hatocarboxy)-, Maieimid aktivierte Vinyl-, Ethylenimin-, Arylhalogenid-Gruppen, 2-Hy> 
droxy-5-Nitrobenzylbromid, aJiphatische Aldehyd- und Ketongruppen mit ReduktionsmitteJn (die mit der Ami- 
nogruppe des Proteins reagieren); 

Ester- und Amid-bildende Gruppen wie Diazocarboxylat und Carbodiimid- und Amingruppen zusammen, die 
mit COOH am Protein reagieren; 

Disulfid-bildende Gruppen, die mit den Sulfhydrylgruppen am Protein reagieren, wie 5,5'-Dithiobis-{2-Nitro- 
benzoat)-Gruppen und Alkylmercaptangruppen (die mit den Sulfhydrylgruppen am Protein in Gegenwart von 
Oxidationsmitteln wie Jod reagieren); 

Dicarbonylgruppen wie Cyclohexandiongmppen und and ere 1^-Diketongruppen, die mit den Guanidino- 
gruppen von Protein reagieren; 

Diazogruppen, die mit Phenolgruppen am ProteinmolekQI reagieren; 

Reaktionsgruppen aus der Reaktion von Cyanbromid mit dem Polysaccharid, die mit Aminogruppen am 
Protein reagieren; 

Vorzugsweise wird ein modifiziertes Polysaccharid mit Gruppen erzeugt, die mit Mercaptogruppen des 
Hamoglobin reagierea Besonders bevorzugte Gruppen sind die Halocarboxylatgruppen. 

Spezielle Beispiele von bevorzugten Methoden zur Herstellung des Complexes gemaB der Erfindung sind wie 
folgt: 

Methode 1: 

Das Polysaccharid (PS) wird zunachst mit Cyanbromid CNBr zur Umsetzung gebracht, wobei sich ein 
aktiviertes Zwtschenprodukt bildet, das mit Diamino&than reagiert, so daB die folgende Verbindung entsteht: 

II 

(PS) — P — C — NH — CH 2 CH 2 — NH 2 

AminoethyMsoureido-Polysaccharid. 

Die Bindung zwischen der Ethylgruppe und Dextran ist mit grdBter Wahrscheinlichkeit eine Isohamstoffbin- 
dung, obgleich andere Arten chemischer Bindungen nicht vollig ausgeschlossen werden. Das auf diese Weise 
erhaltene Aminoethyl-Isoureido- Dextran wird dann durch Bromacetylbromid acyliert, urn Bromacetyl-Amino- 
ethyl-Isoureido-Polysaccharid entstehen zu lassen: 

*NH, O 

II l! 
(PS) — P — C — NH — CH 2 CH 2 — NH — C — CH 2 — Br 



Dieses wiederum reagiert mit den Mercaptogruppen von Hamoglobin (HB), urn Hamoglobin-S-Acetylamino- 
ethyMsoureido- Polysaccharid zu bilden: 



*NH O 

II II 
(PS) — P — C — NH — CH 2 CHj — NH — C — CHi — S — (HB) 
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Methode II: 

Das Poiysaccharid (PS) wird zunachst mit 2-ChlorethyIamin zur Umsetzung gebracht, urn Aminoethyl-O-Po- 
lysacchandzu bilden: 

(PS)_0-CH2CH2-NH 2 

Ahnlich wie bei der Methode I entsteht durch eine sukzessive Reaktion mit Bromacetylbromid und Hamoglo- 
bin (HB) Hamoglobm-S-Acetylaminoethyl-O-Polysaccharid: 

O 

(PS) — O — CHjCHj — NH — C — CH 2 — S — (HB) 

Methode III: 

Das Poiysaccharid (PS) wird mit Natriumperjodat zur Reaktion gebracht, urn den Dialdehyd zu bilden: 

OH CHO 

/ / 
(PS) + Pcrjodat (PS) 

\ \ 
OH CHO 

N-Dextran kti ° n ZwiSchen dem Dia,dehvd und den Aminogruppen von Hamoglobin (HB) ergibt Hamoglobin- 

OH 
I 

(PS) N— (HB) 

\ / 
C 

OH 

Durch richuge Einstellung der Bedingungen, unter denen das modiflzierte Poiysaccharid mit dem Hamoglobin 
45 zur Reaktion gebracht wird, laBt sich eine Ausbeute von mehr als 90% gebundenen Komplexprodukts erhalten. 
was die Trennung des Produkts von Ruckstand-Reaktionsmitteln unndtig macht Wenn das modiflzierte Poiysac- 
charid beispielsweise N-Bromacetyl-Aminoethylisoureido-Dextran (Br-Dextran) ist, das nach der vorstehend 
Bescnreibung hergestellt worden ist, kdnnen die Konzentrationen des Hamoglobins und von Br-Dextran in der 
flmdungs-Reaktionsmitteliasung und die Reaktionszeit eingestellt werden, um Ausbeuten von mehr als 90% 
so gebundener Produkte zu lief em. Eine zu hohe Konzentration von Reaktionspartnern fflhrt zur Gelierung der 
Keaktionsmischung und zur Bildung eines quervernetzen Produkts mit einem ubermaBig hohen Molekularge- 
wicnt, was gewShnhch unerwOnscrt ist Vorzugsweise wird ein Mol-Verhaltnis von Br-Dextran zu Hamoglobin 
benutzt,das nahe bei 1:1 liegt oder das unter 1:1 liegt, wenn ein Dextran mit hohem Molekulargewicht benutzt 
wird. Die Bildung ernes quervernetzten Produkts laBt sich auch durch Senken des pH-Werts unterbinden, um die 
55 Alkyuerungsreaktion zu stoppen, oder durch Zusetzen von Mercaptoathanol oder Cystein, die mit dem Br-Dex- 
tran in Konkurrenz zu den Hamoglobin-Mercaptangruppen bei der Umsetzung treten. 

Beispiel 1 

60 Herstellung des Dextran-Hajnoglobin-Komplexes 

9 n^^ bro ^ d T ^^ ml Acetonitra aufgeldst und 100 ml 2%iger Dextranl6sung (Molekulargewicht 
2rj0.000) zugesetzt Der pH-Wert wird auf 103 mit 1 M NaOH fQr die Dauer von 5 Minuten gehalten. Dann 
werden 2 ml Diaminoathan zugegeben. Der pH-Wert wird auf 93 mit konzentrierter HQ eingestellt, und dieses 
65 Reakdonsgemisch laBt man fiber Nacht stehen. u,,u U,C5 " 

Das Gemisch wird grundlich gegen destffliertes Wasser dialysiert und gefriergetrocknet Das gefriergetrock- 
nete Aminodextran kann lange Zeit gelagert werden. 

AHes aktivierte Dextran, das gewonnen worden ist (1,6 bis 1,7 g), wird in 50 ml 0,1 Phosphat-PufferlSsung, 
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nS-Jm "U-fn ? U " d 2 ?i Br ° mac «y">romid werden sehr langsam zugegeben. und zwar unter hefligem 
UmrOhren Or die Dauer von 2 Stunden. Der pH-Wert wird konstant auf 7.0 durch die Zugabe von 1 M NaOH 
gehaltea Wenn die Reaktion beendet ist wird das Gemisch grundlich gegen destilliertes Wasser diarysier, und 
dann gefriergetrocknel Man erhfilt 1.4 g bromiertes Dextran bzw. Br-Dextran o.aiysiert una 

J, l B / t ~ D ,- XX ™ u"^ 30 ^'c einer 2 b ! s 3%igen m enschlichen Hamoglobins in 0.1 M Natriumbicarbo- 

na^Pufferlosung. pH-Wert 9A zugegeben. und die Reaktion laBt man Ober Nacht vonstattengehen. mmD ' C "°° 
Dextran-HBmoglobin und freies Hamoglobin werden an einer Sephadex-G-200»-S8ule voneinander getrenm 
D.e Ausbeute von Dextran-Hamoglobin betragt 70 bis 80% des gesamten zugesetzten Hamoglobins 8 

Beispiel 2 

Nierenausscheidung von Hamoglobin und Dextran-Hamoglobin durch Ratten 

D«\™n e HYi r ^ 1 |^ i L deS K °^ ]ex ° s f maB der Erfindung als Blutersatz zu testen. wurden 3 ml einer 2%igen 
aZ Zaa- 2? ° b ,n - |Com P | « lesun & d«e nach Beispiel 1 hergestellt worden war. in eine Wistar-Ratte infun 
d.ert und die Menge an vom Tier ausgeschiedenem Dextran-Hamoglobin wurde durch Waschen der Bto e mit 
S„ S J 8 I d 5 en | , T P^' 0 ?'**" S °'° «"d "urch Messen der Menge an aufgelCstem Hamoglobin h de 
L P M ^1 I Li„T,%*" u d a er Ze 1 ,t k g . e ^ ch8,Z, • ? n genau gleiche$ Kontrollexperiment wurde durchgffoh t auBer 
daB 3 ml einer 2%,gen HBmoglobinlosung benutet wurden. In beiden Fallen wurde der Hamoglobingehalt 
spektrophoiometnsch in Einheiten der optischen Dichte bei 415 nm bestimmt namogiooingenait 
^'^ 8 !™k 8 r . a Ph««:h in der beigefflgten Darstellung gezeigt Es handelt sich dabei urn eine graphi- 
sche Wiedergabe der optischen Dichte. bezogen auf die Zeit. fOr die jeweiligen Experimente. Wie zu sehenist ist 
die Ausschcdungsrate von Hamoglobin viel h6her als die Ausscheidungsrate des Dexlan-Hamogtobi^ IkoZ 

fre?«lf S ^tehT„ e ^, d n^ Str - ert ' daB De !"™- Ham <>8lobin potendell ein viel brauchbarerer Blutersatz als 
icheidulg ist 8 wesentlich besseren Ruckbehaltung durch das Tier gegen eine Nierenaus- 
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Beispiel 3 

2 g Dextran init einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 1 10.000 wurden in 75 ml destilliertem Wasser 
f n 3 g ^f r T, -l uf 10 ? ?S 2 M NaOH ein 8 es,ellt " und diesem 03 g CyanZ^ufgdTs 

Z ue J™S M U m U ^ Raumtem P<™ur zugesetzt Der pH-Wert wurde 5 Minutenlang durd. 
e^neesteHt und 1 £ll w geha ' te "-- Der P ? We ? WUrde dann auf etwa bis ^ «* konzentrierferHCI 
2 ^saSicter H^«»h^. ° We, K re J M,nU i e n , la J ng um * er0h «- 3 ">> Diaminoathan wurden zusammen 
mit zusatzhcher HQ zugegeben, urn zu verhindern, daB der pH-Wert 9,5 Oberschritt Der endeOItitte oH-Wert 

DextanwuS^ 

faST A^n i„ a £■ . B '°" FaS f r " 50 ^' Becher 8 e 8«n entionisiertes Wasser dialysiert. bis durch Ninhydrin kein 
reies Am.n in dem Dialysat nachgewiesen werden konnte. Die dialysierte Using wurde lyophilisiert ™J , c£ 
1.6 g getrocknetes Am.noethylamino-Dextran zu liefern. Das wurde in 50 ml 0.1 M PhoTph« Klosune n^h 
einem pH-Wer, von 7.0 aufgelost und 3 ml Bromacetylbromid wurden d^ip^MpVt^S ^ 

27.^7^ • Wahre c '? d einer Zeitdauer von 60 M ~ ™8^tzt Wah?endde, ^ gSamten ZeU 
wurde die Usung hefug in einem Eiswasserbad umgerflhrt und auf einem pH-Wert von 6.6 bis 6 j mTek eines 

Zn « abe von2M NaOH-Usung. wahrend der Zugabe von Bromacety bSgehXa 
b£\ SZ^Lh^« ng ^ e ," ,,on,s ' e » es W ««r dialysiert. bis in dem Dialysat durch Silbernifrat kein 
tem^^S , X Z WCrde ? k0n " te - Ca ; lJS * Br - De) «™ wurden bei der Lyophibsiening erhalten. Das 
SSmOMO roS^ 2™^%™* V °a M J*VV! DeX,ranen mit einem d urchschni,tlichen Molekulargewicht 
7 *"* 40 -°P° und 20.000 w.ederholt Der Bromgehalt der verschiedenen synthedsierten Br-Dextra- 

Me^e fa^H^lf.tn^ ete 'T^" Hamo 8lobin gebunden. indem eine vorgeschriebene 

nit DH WerT^ emh ^Y T j (die % 5 oder ,0% "Bmoglobm in 0.1 M Natriumbicarbo- 

nat, pH-Wert 9A enth elt). Die Reaktion wurde unter standigem Umruhren bei 4'C vonstattengehen eelassen. 

£ I oSSSS* ^^Sol Uk M^ WUrd K en , Durch 8'-«en des ReaUdonsgemisches durS 

^?H ,tS,"At T WM-Pfco^hM-PufferteuBB, pH-Wert 7A besUmmt. Der Hamoglobingehalt 

wmide durch Absorption bei vorgeschriebeneh WeUenlangen bestimmt Die Ergebnisse sind in TabeUe? ange- 

vj^tl^P b ^ Z k!!?* daB ™ % jedem Dextran 0b e>90% Ausbeuten von Reaktionsprodukt dutch geeignete 
Wahl von Expernnentbedmgungen erhalten werden kennen. s ^ 

Beispiel 4 

Herstellung von Dextran-HSmoglobin-Komplex durch Methode n 

Phil ^FSJFr^l eWiCht l 0 ' 000 )^ 6 S 70 " 1111 * ^ 1 Ouorethylamin gemischt das als die obere 
S S^TSTJ Zugabeko^emnerten NaOH zu Chlorethylaminhydrochlorid erhalten wurde. Das Gemisch 
^T n ?!^i 0I f?? ,nert ? NaOHw«ter gemischt in eine verschlossene R6hre gesetzt und bei 120^C^me 
i^J a ^Jl^ W8 T b ^ and ^ Dann ^ 1 m] Chiorethylamm und 0.4 ml konzentrierte NaOri 
zugesetzt. und das Gemisch wurde wiederum eine Stunde lang bei 120° im Autoklaven behandelt Das Wde 
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noch einmaj wiederholt Nach dem KOhlen wurde das Gemisch grOndlich gegen destilliertes Wasser dialysiert 
und schlieBhch in 1 1 ml 0,1 M Phosphat-Pufferlosung gegeben. pH-Wert 63. 

Diese L6sung aus Aminoethyl-O-Dextran wurde mil langsamer Zugabe von 0.5 ml Bromacetylbromid wah- 
5 gefriergetfoVkneT" "** e ' ner ^ * Cy]ieTL Sie wurde gegen de «illiertes Wasser grOndlich dialysiert und 

0,1 gdesgefriergetrockneten Bromacetyl-Aminoethyl-O-Dextrans wurde 1,7 ml 5% menschlichen Hemoglo- 
bins in OA M Natriumbicarbonat-Pufferldsung, pH-Wert 9 A zugesetzt und 48 Stunden lang auf 4°C gehalten 

Die Chromatography an Sephadex* zeigte. daB Ober 90% des HSmoglobins in der Form von Dextran-Hamo- 
globin gebunden war. 

10 

Beispiel 5 

Herstellung von Dextran-HSmoglobin-Komplex nach Methode III 

is 1 ml einer 1 2%igen waBrigen LOsung Natriumperjodat wurde 10 ml einer 10%igen waBrigen L6sung Dextran 
zugegeben, und das Gemisch lieB man Ober Nacht im Dunkeln bei 4'Cstehen. Eine 3%ige Natriumbisulfidosung 
Z^L Z «, C w J ? ! ?*■ Gemb ? b ^ aun wurde> und dann - wi edenim. farblos. Das Gemisch wurde gegen 
3% H y S S ' er ST d,e De ^"dialdehyd-L6 SU ng zu gewinnen. Es wurden dann 2 Volumentiile 

3%igen stromafreien Hemoglobins zu 03 M Natriumbicarbonat-Pufferldsung, pH-Wert 93, zugesetzt Die 

20 Bindung von Hamoglobin an Dextran erfolgte bei 4«C Ober Nacht Der entstandene Dextran-Hamoglobin! 
^n,*^ 6 ^" n 'P ht -pbundenem Hamoglobin durch Chromatographie mit einer Sephadex-G-20o£saule 
getrenntManerhielteineAusbeutevonca.60%gebundenenProdukts. 

Beispiel 6 

25 

Nierenausscheidung von Hamoglobin und Dextran-Hamoglobin durch Kaninchen 

Eb^lS^l H?i"i mit |S 6r P"gewichten von 33 bis 3,5 kg wurden mit 0.1 g Natriumpotential narkotisiert. 
™ «™aB^J PrfSfT* " c r Dextran-Hamoglobin (Molekulargewicht von Dextran: 200.000 bis 275.000) 
30 gemaB der Erfindung m einer Standard-Nierendialysierungs-PufferlOsung (nach Rabiner et al, 1967, J. Exp. Med 
^Jlhr^l, 1 m », e ' n ^. G «W' von 20pCi (Mikro-Curie) 'H-Methoxyinulin, wurde in jedes Tier durch die 
Randohrader mi U nMAnt mfundiert Nach dem Infundieren der LOsung wurde die Infusion mit der 

it'turdfd^ 

len wurde die Blase mi drei 5-ml-Partien 03%iger Sole unter Verwendung eines Katheters Foley* No 8 f3 ml) 

35 ZttaSfrrd^ b , 6 J **S* fQr die Dauer von 10 Minuten ™ EntSeventuelS 
SoOlun/e ^aufdSiZlfl, " '"VS " am ° g '° bin oder Dextran-Hamoglobin in den kombinienen 
« wurde duLh SumI -m^' 0 " bei . 576 " m bestimmt 3 H-Inulingehalt in den kombinierten Spulun- 
ff„ Sant * ]a « on ™ hi ™S mU Cmer Korrektur f Qr di = UnterdrOckung durch Hamoglobin gemessen; 

« hlnm?, ^ p, ' Ung f Bndard ' m Cn^eo-Mark-H-Nuklearzahler wurde zum Bestimmen der UnterdrOckung 
S Jhn^r T'T V °" Hanl ° gl ° bin oder Dextran-Hamoglobin wurde zu verschiedenen Zeiten 
d^^ta^T.-iTS?' aU - H f lsschlagader und D«rchf0hrung von Absorptionsmessungen mit 
den Prooen ibei 576 nm nach Sedimentierung der Erythrozyten bestimmt 

JSl!!? , V ' rwend f* von SO-" 1 '- 30-ml-Proben von 1 %igem Hamoglobin oder Dextran-Ha- 
moglobm durchgefflhrt, das das Aquivalent von 1 % Hamoglobin emhielt 

45 •JshiESS? 'Sn 6 ?' , d !f *1 S^HtaiogloWn, besonders das, das durch die Methode nach Beispiel 1 
*L 1a 7 f v 1 U durch d ' e Niere « i" einer wesentlich geringeren Geschwindigkeit ausgeschieden 
wd und aus dem Kmslauf wesentlich langsamer entfernt wird als freies Hamoglobin. obwohl die Nierenfunk 
unwLr^S 6 "' p m " De3t,ran - H5m oglobin infundiert wurden, wie durch Inulin-Exkretion nachgewiesen. 
« SIM' vniTde ! atiem wiederholt beobachtet daB bei verschiedenen TSeren und mit 

r^Z£ rfr^^,?f * Physiologische Verhalten von Dextran-Hamoglobin und 
Sn^r Ha r , °« I ? b , ,n auf die raterschiedhcbe Natur der Substanzen zurilckzufflhren ist nicht auf irgendeine 
AnderungbeispielsweiseimBluthaptoglobingehaltderVersuchstiere. irgenocine 
B^el-wf TK E ! ig TS, ha iL Cn T ft"***" 8 era afl der Erfindung werden durch die Methode von 
, V ^ ( ^ aL Bl °? em - 81 ' 87 b ««5n™«- & ist festgesteUt worden, dafl im Vergleich zu 
227*5? ^c kte gCm ii dCr Erfindung daM neigen - ««" etwas 6T6Bere Affeitat auf Sauemoff « 
hE^IT ' Sauerstofftransport- w d Usefahigkeit von Hamoglobin jedoch bewahren. Wie durch die 
^^WT?^ gemessen, zeigt der Dextran-Hamoglobin-Komplex. der nach der vorste- 

Ve4 1 b ^ 1 , e t• e,I I J ,er f? tt f WOrden ^ eine etwa ^ fache Affini^t fir Sauennoff im 

h ^" "^"b 111 P» e Sauemoffaffinitat des Komplexes kann durch geeignete chemische 
beSr 8 - h Ha ^ og, ° b ' ns ge 8nfert werden, und zwar vor oder nach der Bindung mil dem PolysacS 
bespielsweise durch ReakOon desselben m.t Pyridoxalphosphat und durch Reduktion mit Natriumborobydrid 
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Tabelle 1 



Dexlran 

Molekular- 

gewichl 



200000 
200 000 
200 000 
200 000 
200000 
110000 
110 000 
110 000 
110000 
110000 
110 000 
110000 
70 000 
70 000 
70 000 
70 000 
70 000 
40 000 
40 000 
40 000 
40 000 
40 000 
40000 
20000 
20 000 
20 000 



% Br-Dextran 
in ReakL-m. 
Sol" 



in ReakL-m. 
Sol" 



333 
333 
333 
1.66 
1.66 
333 
333 
333 
333 
1.66 
1.66 
1.66 
333 
333 
1.66 
1.66 
1,66 
333 
333 
333 
333 
333 
1.66 
333 
333 
1.66 



5,0 
5.0 
2.5 
5.0 
5.0 
5,0 
5.0 
5,0 
2.5 
5.0 
5.0 
5.0 
5.0 
23 
5.0 
5,0 
5.0 
10,0 
10.0 
10,0 
5.0 
23 
5.0 
10,0 
10,0 
5.0 



Molverh. 
Dexlran/ 


Reakt.- 
zeit 

fh\ 
l n ) 


Viskos. 
(mm'/s) 


% Ausbeute 

gebunden. 

Produkt 


0,21 


24 


35,19 


96 . 


0,21 


48 


geliert 




0,43 


24 


9,86 


97 


0,11 


24 


7,56 


92 


0,11 


48 


8,47 


96 


039 


24 


2034 


95 


0,39 


48 


45,29 


97 


039 


72 


geliert 




0,78 


24 


7.43 


97 


0,19 


24 


6,43 


85 


0,19 


48 


739 


93 


0,19 


72 


8.07 


95 


0,61 


24 


19,40 


99 


1,22 


24 


6,72 


98 


031 


24 


5,81 


87 


0,31 


48 


6,49 


94 


031 


72 


6.90 


96 


034 


24 


1537 


83 


034 


48 


20.10 


90 


034 


72 


22,65 


94 


1,07 


24 


632 


96 


2.15 


24 


4.14 


99 


034 


72 


4.29 


92 


1,07 


48 


831 


97 


1,07 


72 


10,24 


98 


1.07 


72 


3,07 


94 



20 



25 



30 



Patentanspruche 

1. Makromolekulare wasserldsliche Verbindung als Blutersatz bei Losung oder Suspension in Wasser 
gekennzeichnet durch die allgemeine Formel 

(PS)-X-HB, 

in der (PS) ein modifiziertes Polysaccharid darstellt, das entweder Dextran mil einem durchschnittlichen 
Mo eku argewicht von etwa 20.000 bis 275.000 oder Hydroxyethylstfirke mit einem durchschnittlichen 
Molekulargewicht von etwa 20.000 bis etwa 2.000.000 1st, HB H&moglobin darstellt und X eine kovalent 
gebundene chemische BrOcke ist, die entweder durch Umsetzung von Bromacetylaminoethyl-Seitengrup- 
pen des Polysacchands mit Mercapto-Gruppen des Hamoglobins oder durch Umsetzung von Dialdehyd- 
Seitengruppen des Polysaccharids mit Aminogruppen des Hamoglobins gebildet ist 

2. Verfahren zur Herstellung einer makromolekularen wasserl6slichen Verbindung gemafi Anspruch 1. 
dadurch gekennzeichneUaJ^ ein Polysaccharid, das entweder Dextran mit einem durchschnittlichen Mole- 
kulargewicht von etwa 20000 bis 275.000 oder Hydroxyethylstarke mit einem durchschnittlichen Moleku- 
largewicht von etwa 20.000 bis etwa 2.000.000 ist, in jeweils an sich bekannter Weise chemisch modifiziert 
wird durh Einbnngen von Seitengruppen, die in einer Bromacetylaminoethyl-Gruppe oder in Dialdehyd- 
Seitengruppen endeii. die zur Umseteung mit Hamoglobin befShigt sind. und dann das die Bromacetylami- 
nc^thyl-Gruppe oder die DiaJdehyd-Seitengruppen aufweisende Polysaccharid mit Hiunogiobm uingesetzt 
wird und einen kovalent gebundenen Komplex bildet, wobei entweder die Bromacetylammoethyl-Seiten- 
^p^L ^ T^!""? 5 mit Merca P to -Gruppen des HSmoglobins oder die Dialdehyd-Seitengruppen 
des Polysacchands mit Ammogruppen des Hamoglobins umgesetzt werden. 

J Mitte ! Verwndung als Blutersatz oder Blutstrecker zum Verabreichen an Menschen- oder Tierpa- 
«^^«Z: nn e i^ er W ! Bn ? n P Jsung oder einer Suspension ernes wasserldslichen makromolekularen. 
sauerstofftransportierenden Stoffes, dadurch gekennzeichnet. dafl der Stoff eine Verbindung nach An- 



JO 



50 



Hierzu 1 Blatt Zeichnungen 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

c 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects^! the images include but are not limited to the items checked: 

BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

JZ1 BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



